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摘要 : 昆虫 病原 线虫 共生 细菌 是 寄生 在 昆虫 病原 线虫 肠 道 的 一 种 细菌 ， 二 者 互惠 共生 。 实 验 采 用 
6 个 不 同 种 的 菌株 为 第 选材 料 。 共 生 细 菌 菌 株 的 培养 液 经 85% 饱 和 度 的 (NH )2SO4 盐 析 ， 浓 缩 冻 
干 得 到 杀 忠 粗 提 物 。 以 粗 提 物 注射 大 蜡 螟 Galleria mellonelia、 饲 忠 玉 米 蝇 Ostrinia furnacalis 和 
棉铃 虫 Helicoverpa armigera ， 发 现 Xenorhabdus nematophilus D43、X. bovienii AS4、 Photorhab- 
dus luminescens HZL 和 CB-8 等 4 个 菌株 发 酵 液 的 粗 提 物 对 昆虫 有 高 的 血 腔 毒 性 ， 蓝 株 A54 对 昆虫 
又 有 高 的 骨 毒 效果 。 由 此 确立 A54 为 高 毒 力 的 菌株 ， 其 杀 虫 活性 表现 为 : 注射 大 蜡 蜡 48 h 的 死亡 
率 为 80%，96 h 为 93.3%; 粗 提 物 饲 咀 玉 米 蜡 ，72 h 死亡 率 为 53.3%，120 h 死亡 率 为 100% ; 
饲 咀 棉 铃 由 ，72 h 死亡 率 为 80.1%，120 h 死亡 率 为 90% 。 杀 虫 粗 提 物 经 DEAE-52 柱 层 析 分 离 ， 
得 到 一 个 穿 透 峰 和 三 个 盐 的 梯度 洗 脱 峰 ， 其 中 穿 透 峰 对 昆虫 有 很 好 的 胃 毒 效果 ， 但 没有 血 腔 毒性 ; 
三 个 盐 峰 均 有 很 高 的 血 腔 毒 性 ， 但 没有 胃 毒 作用 。 穿 透 峰 样 品 饲 喂 2 龄 、3 龄 棉铃 虫 也 有 很 好 的 
杀 虫 活性 ，96 h 2 龄 棉铃 虫 的 死亡 率 为 65% ，3 龄 棉铃 虫 的 死亡 率 为 30%; 处 理 96 h 的 棉铃 虫 同 
处 理 前 相 比 体重 下 降 ， 未 死 棉铃 虫 体重 明显 低 于 对 照 。 
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昆虫 病原 线虫 共生 细菌 存在 于 昆虫 病原 线虫 的 肠 道 内 ， 二 者 互惠 共生 。 该 菌 格 兰 氏 染色 
阴性 ， 属 肠 杆 菌 科 细菌 Enterobacteriaceae ， 共 包含 两 个 属 的 细菌 嗜 线虫 致 病 杆 菌 属 
Xenorhabdus 和 发 光 杆 菌 属 Photorhabdus 。 其 中 嗜 线虫 致 病 杆 菌 与 斯 氏 线 虫 Steinernema 共 
生 ， 发 光 杆 菌 与 异 小 杆 线虫 Heterorhabditis 共生 。 

共生 菌 对 昆虫 有 很 强 的 致 病 力 ， 大 部 分 共生 菌 注 射 到 昆虫 血 腔 内 ， 其 LDso 仅 为 1 一 10 个 
活 细 胞 '!。 在 研究 中 Ensign (1990) 发 现 ，Photorhabdus luminescens 产生 一 种 胞 外 毒 蛋白 ， 
它 具 有 很 高 的 杀 虫 活性 ， 注 射 毫 微克 级 的 外 毒素 ， 即 可 在 12 一 24 h 内 杀 死 烟草 天 蛾 Manduca 
sexta 的 5 龄 幼虫 ?1 。 最 近 ，Bowen (1998) 在 Science 中 报道 ，P，luminescens 能 产生 一 种 
高 分 子 量 的 外 毒素 蛋白 复合 体 ， 此 蛋白 复合 体 是 由 大 小 不 同 的 亚 基 组 成 ; 通过 口腔 饲 喂 发 现 ， 
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该 毒 蛋白 对 昆虫 有 很 高 的 毒性 ， 而 且 其 杀 虫 谱 非常 宽 ， 对 鳞 翅 目 、 鞘 翅 目 、 膜 翅 目 等 几 个 目 
的 多 种 害虫 均 表 现 出 高 的 杀 虫 活性 。 有 关 昆 虫 病原 线虫 外 毒素 的 研究 ， 目 前 已 成 为 国际 研 
究 的 热点 ， 而 国内 尚未 有 此 方面 的 报道 。 

本 文采 用 6 种 昆虫 病原 线虫 共生 细菌 为 实验 材料 ， 筛 选 高 毒 力 的 菌株 ， 对 杀 忠 活性 物质 
进行 分 离 ， 并 检测 其 杀 虫 活性 ， 期 望 获得 新 的 杀 虫 资源 。 


1 材料 与 方法 


1.1 共生 菌 菌株 的 来 源 
本 实验 采用 的 菌株 如 表 1 所 示 ， 均 由 中 国 农 业 科 学 院 生 物 防 治 研 究 所 线虫 组 提供 。 


表 1 线虫 及 其 共生 细菌 来 源 
Table 1 Nematodes and their symbiotic bacteria 


共生 菌 株 系 寄主 线虫 采集 地 

Bacteria Species Strains Host nematodes Locations 
Xenorhabdus nematophilus D43 Steinernema cerotophora 中 国 北京 China 
X. poinarnii Cuba S. cubanum 古巴 Cuba 
XX. bovienii AS4 S. feltiae 中 国 吉林 China 
X. poinarii NC34 S. glaseri 美国 USA 
Photorhabdus luminescens HZL Heterorhabditis zealandica 新 西 兰 New Zealand 
P. luminescens CB-8 Heterorhabditis sp. 中 国 北 京 China 

1.2 供 试 昆虫 


本 实验 供 试 昆 虫 均 为 人 工 饲 养 的 标准 化 试 虫 : 大 晴 蜡 Galleria mellonella 老 熟 幼虫 ， 重 
量 0.2 g 左 右 ， 由 中 国 农 业 科学 院 生 物 防 治 研 究 所 线虫 组 提供 ; 棉铃 虫 Helicoverpa armigera ， 
由 中 国 农 业 科 学 院 植物 保护 研究 所 棉 虫 组 提供 ; 玉米 蜡 Ostrinia urnacalis ， 由 中 国 农 业 科 学 
院 植 物 保护 研究 所 玉米 蜡 组 提供 。 
1.3 共生 菌 的 培养 

将 共生 菌 接 种 于 肉 汤 培 养 基 ， 培 养 基 组 分 (gL): 牛肉 蛋白 肪 10， 和 牛肉 襄 3，NaCl 5， 
pH7.2~~7.4。28 、200 r/min 培养 16 h 后 ， 青 转 接 种 于 同样 的 培养 基 中 ，28C 、220 r/min 
振荡 培养 48 h 备用 。 
1.4 杀 虫 物质 的 粗 提 取 

培养 物 经 8 000 rmin、4 忆 离心 15 min， 奔 菌 取 上 清 液 ; 在 上 清 液 中 加 入 硫酸 锐 至 85% 
的 饱和 度 ，4 尼 静 置 4 h，10 000 r/min 离心 10 min， 离 心 后 的 沉淀 用 少量 的 无 离子 水 稀释 ， 
在 无 离子 水 中 透析 (透析 和 袋 截留 分 子 量 为 10 kD), 冷冻 干燥 ， 所 得 干粉 即 为 杀 虫 粗 提 物 ， 
-20 贮存 备用 。 方 法 参考 文献 [4]。 
1.5 杀 虫 物质 的 分 离 

将 冻 干粉 溶 于 少量 0.05 mol/L Tris-HCL (pH=7.8) 缓冲 液 ， 离 心 后 取 上 清 液 ， 上 经 相 
同 缓冲 液 平衡 过 的 DEAE-52 柱 (5.0 cmx20.0 cm，DEAE-S2 为 Whatman 公司 产品 ) ， 淋 洗 
至 基线 ， 再 用 含 0 一 1 mol/L NaCl 的 相同 缓冲 液 线 性 梯度 洗 脱 ， 流 速 为 0.9 mL/min， 每 管 收 
集 3.6 mL， 用 Hewlett Packard 8452A 双 光 紫外 分 光 光 度 仪 280 nm 进行 检测 ， 用 BSZ-100 自 
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动 部 分 收集 器 收集 穿 透 峰 和 所 有 的 盐 洗 脱 峰 ， 用 无 离子 水 透析 ， 冷 冻 干 燥 后 ， 进 行 生 物 测 定 。 
方法 参考 文献 [5]。 

1.6 杀 忠 活性 的 检测 

1.6.1 对 大 蜡 蜡 的 血 腔 毒性 : 从 老龄 大 晴 蜡 幼虫 的 第 一 对 腹 节 之 间 ， 用 微量 注射 器 (10 pL) 
将 共生 菌 发 酵 液 的 粗 提 物 注射 到 大 晴 蜡 的 血 腔 内 ， 检 测 粗 提 物 对 大 蜡 蜡 的 血 腔 毒性 。 注 射 后 
放 在 26 人工 气候 室 ， 每 隔 24 h 检查 大 晴 蜡 的 死亡 情况 ， 连 续 观 察 5 天 。 

1.6.2 对 棉铃 虫 和 玉米 蜡 的 胃 毒 效果 : 将 共生 菌 发 酵 液 的 粗 提 物 拌 人 人 工 饲 料 ， 饲 喂 初 孵 的 
棉铃 虫 和 玉米 螨 ， 置 于 26 人 工 气候 室 培养 ， 每 24 h 检查 一 次 棉铃 虫 和 玉米 锚 的 死亡 情况 ， 
连续 观察 7 天 。 


2 结果 与 分 析 


2.1 高 毒 力 菌 株 的 筛选 

将 6 个 共生 菌 菌株 在 适宜 条 件 下 培养 ， 用 硫酸 铵 盐 析 的 方法 提取 并 浓缩 它们 的 发 酵 液 ， 
获得 其 胞 外 分 泌 物 。 分 别 将 冻 干粉 以 5 mg/mL 的 浓度 注射 大 蜡 旺 ， 每 头 注 射 10 uyL， 每 个 处 
理 注射 20 头 幼 虫 ， 并 设 无 菌 发 酵 液 作 对 照 (CK)， 生 测 结 果 见 表 2。 由 表 2 的 杀 虫 结果 可 以 
看 出 ， 菌 株 D43、A54、HZL、CB-8 对 大 蜡 岩 都 有 很 好 的 血 腔 毒性 。 其 中 菌株 HZL 对 大 蜡 坚 
的 血 腔 毒 性 最 高 ，48 h 大 蜡 蜡 的 死亡 率 为 100%; 菌株 A54 对 大 蜡 蜡 也 有 很 高 的 血 腔 毒性 ， 
72 h 大 蜡 旦 的 死亡 率 为 86.7% ，96 h 大 晴 量 的 死亡 率 为 93.3% 。 

将 6 种 菌株 的 粗 提 物 分 别 与 玉米 旺 的 干 饲 料 混 均 义 ， 比 例 为 : 干 饲 料 : 粗 提 物 :水 =5 g: 
25 mg:5 mL， 饲 喂 玉 米 蜡 幼虫 ， 每 个 处 理 饲 喂 30 头 ， 生 测 结果 如 表 3 所 示 。 从 表 3 的 结果 
可 以 看 出 ，A54 对 玉米 蜡 幼 虫 有 很 好 的 骨 毒 效果 ，72 h 玉米 螨 的 死亡 率 为 S3.3% ，120 h 死 
亡 率 达 到 100% 。 


表 2 共生 菌 菌株 的 杀 虫 粗 提 物 对 大 蜡 晨 表 3 共生 菌 杀 虫 粗 提 物 对 玉米 旦 
幼虫 毒 力 测定 结果 幼虫 的 胃 毒 效果 
Table 2 Insecticidal activity of crude extract Table 3 ‘Toxicity of orally administered crude 
to G. mellonella extract to O. furnacalis 
“菌株 死亡 率 Morality (%) 。 车 株 平均 死亡 率 (%) ”校正 死亡 率 (%) 
Strains 24h 48 h 72 hh 96 hh eg Mortality Corrected mortality 
CK 0 0 0 0 72 h 120 h 72 h 120 h 
D43 13.3 53.3 53.3 53.3 CK 0 0 
a ff 0 D D43 16.7 23 16.7 23 
A54 40 80 86.7 93.3 Qupa y 0 y Eo 
NC34 0 0 0 AS4 53.3 100 $3.3 100 
NC34 6.7 13.3 6.7 13.3 
I Et HZL 6.7 10 6.7 10 
cB8 46.7 8 8 HW css 3 10 3 10 


将 6 种 不 同 菌株 的 粗 提 物 加 入 棉铃 虫 的 饲料 ， 饲 喂 棉铃 虫 幼虫 ， 混 合 比 例 为 : 饲料 : 粗 提 
物 =6 g:25 mg， 每 个 处 理 饲 喂 30 头 ， 生 测 结 果 见 表 4。 由 表 4 的 结果 可 以 看 出 ，A54 对 棉铃 
虫 幼 虫 有 很 好 的 骨 毒 活性 ，72 h 棉铃 虫 的 死亡 率 为 80.1% ，120 h 棉铃 虫 的 死亡 率 为 90% 。 
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总 之 ， 从 上 述 对 大 蜡 蜡 、 玉 米 旺 和 棉铃 虫 的 生物 测定 结果 可 以 确定 ， 菌 株 D43、A54、 
HZL、CB-8 对 大 旺旺 都 有 很 高 的 血 腔 毒性 ， 同 时 菌株 A54 对 玉米 蜡 和 棉铃 虫 又 有 很 高 的 胃 毒 
效果 。 由 此 确立 A54 为 高 毒 力 的 杀 虫 菌株 ， 它 分 泌 的 外 毒素 既 对 昆虫 有 很 高 的 血 腔 毒性 ， 同 
时 又 对 昆虫 有 很 好 的 胃 毒 活性 。 

2.2 AS4 菌株 杀 虫 物质 的 分 离 及 其 杀 上 和 虫 活性 的 检测 
2.2.1 DEAE-52 柱 层 析 : 经 硫酸 铵 沉淀 后 的 杀 虫 粗 提 物 ， 用 DEAE-52 柱 层 析 分 离 洗 脱 ， 其 
结果 见 图 1。 


表 4 共生 菌 杀 虫 粗 提 物 对 棉铃 虫 幼 虫 的 胃 毒 效果 
Table 4 Toxicity of orally administered crude 


extract to H. armigera 





菌株 平均 死亡 率 (%) 校正 死亡 率 (%) 
Meortality Corrected mortality 
Strains 一 -一 一 一 一 一 一 
72 h 120 h 72 h 120 h 
CK 2.7 16.7 0 40 80 120 160 
D43 27.8 38.9 25.8 26.7 息 Number of tube 
Cuba 13.9 27.8 11.5 13.3 . 
A54 80.6 91 7 Bo 1 A54 杀 虫 粗 提 物 DEAE-52 柱 层 析 图 
NC34 11.1 33.3 8.6 19.9 Fig. 1 Column chromatography of AS4 crude 
HZL 13.9 27.8 11.5 13.3 extract on DEAE-52 
CB-8 33.3 36.1 31.4 23.3 一 一 Azg0; ……NaCl;i 流速 : 0.9 mL/min, 3.6 mL/ 管 


由 图 1 可 以 看 出 ， 菌 株 A54 发 酵 液 的 杀 虫 粗 提 物 经 DEAE-52 柱 层 析 分 离 ， 得 到 一 个 穿 透 
峰 和 三 个 盐 的 梯度 洗 脱 峰 ， 其 中 : 15 一 23 号 管 收 集 为 穿 透 峰 ，93 一 112 号 收集 为 盐 峰 I，118 
~131 号 为 盐 峰 开 ，136 一 142 号 为 盐 峰 下 。 
2.2.2 各 个 峰 杀 虫 活性 的 检测 : 将 穿 透 峰 和 盐 梯 度 洗 脱 得 到 的 三 个 蜂 样品 注射 大 早晨 纺 忠 ， 
穿 透 峰 、 盐 峰 工 、 盐 峰 下 、 盐 峰 亚 的 浓度 分 别 为 : 5 mg/mL、0.1 mg/mL、0.1 mg/mL 和 
0.1 mg/mL ,每 头 大 蜡 蜡 注射 10 pL， 并 设 缓冲 液 对 照 ， 所 得 生 测 结果 列 于 表 5。 表 5 的 结果 
表明 ， 盐 峰 工 、 开 、 下 对 大 晓 蜡 均 有 很 高 的 血 腔 毒性 ，48 h 大 蜡 坚 幼虫 的 死亡 率 为 100%， 
而 穿 透 峰 对 大 暑 蜡 没有 血 腔 毒 性 。 

表 5 DEAE-52 柱 层 析 后 各 部 分 对 大 蜡 晶 幼虫 的 生 测 结果 
Table 5 Toxicity of different substance eluted by DEAE-S2 chromatography to G. mellonella 


样品 Sample 供 试 总 虫 数 〈 头 ) 平均 死亡 率 Mortality (% ) 
Larvae number 24 h 48 h 
CK 20 0 0 
穿 透 峰 (Penetrating peak) 20 0 0 
盐 峰 工 〈NaCl eluting peak 工 ) 20 0 100 
盐 峰 人 [ (NaCl eluting peak 卫 ) 20 10 100 
盐 峰 在 (NaCl eluting peak 正 ) 20 0 100 


再 将 层 析 得 到 的 4 个 蜂 的 样品 饲 螺 棉铃 忠 ， 它 们 的 浓度 (样品 重 :饲料 重 ) 依次 为 : 穿 透 
峰 1 mg/g、 盐 峰 T5 mg/g、 盐 峰 卫 5 mg/g、 盐 峰 轩 5 mg/g， 所 得 生 测 结果 列 于 表 6。 由 表 6 
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的 结果 可 以 看 出 ， 穿 透 峰 对 棉铃 虫 有 很 好 的 骨 毒 效果 ，72 h 棉铃 虫 的 死亡 率 为 45%，120 h 
死亡 率 为 90% ， 而 3 个 盐 峰 对 棉铃 虫 均 没 有 胃 毒 活性 。 


表 6 DEAE-52 柱 层 析 后 各 部 分 对 棉铃 虫 的 销 毒 效果 
Table 6 QOral toxicity of different substance eluted by DEAE-S2 _ chromatography to H. armigera 


样品 Sample 供 试 总 虫 数 〈 头 ) 平均 死亡 率 Mortality (% ) 
Larvae number 728 120 hh 
CK 20 0 0 
穿 透 峰 (Penetrating peak) 20 45 90 
盐 峰 工 (NaCl eluting peak 工 ) 20 0 0 
盐 峰 全 (NaCl eluting peak 工 ) 20 0 0 
盐 峰 他 (NaCl eluting peak 型) 20 0 0 


上 述 结果 表明 ， 菌 株 A54 的 杀 虫 粗 提 物 经 DEAE-52 柱 层 析 分 离 后 ， 得 到 1 个 穿 透 峰 和 3 
个 盐 峰 。 其 中 穿 透 峰 对 昆虫 有 很 高 的 胃 毒 活性 ， 但 没有 血 腔 毒性 ; 三 个 盐 峰 对 昆虫 有 很 好 的 
血 腔 毒性 ， 但 没有 胃 毒 活性 。 
2.2.3 AS4 的 胃 毒 素 对 2 龄 、3 龄 棉铃 虫 的 杀 虫 效果 : 将 DEAE-52 柱 层 析 分 离 得 到 的 穿 透 
峰 样品 以 1 mg/g (样品 重 : 饲 料 重 ) 饲 咀 2 龄 和 3 龄 棉铃 贝 幼虫 ， 每 个 处 理 饲 咀 20 头 ，96 h 
的 生 测 结果 见 表 7。 由 表 7 可 以 看 出 ， 穿 透 峰 样品 对 2 龄 、3 龄 棉铃 虫 也 有 很 好 的 杀 虫 活性 ; 
96 h 2 龄 棉铃 虫 的 死亡 率 为 6$% ，3 龄 槐 铃 虫 的 死亡 率 为 30%; 该 毒素 对 棉铃 虫 有 抑制 生长 
的 作用 ， 处 理 96h 的 2 龄 和 3 龄 棉铃 虫 同 处 理 前 相 比 ， 体 重 分 别 下 降 了 22% 和 19% ; 未 死亡 
棉铃 虫 体重 明显 低 于 对 照 。 

表 7 A54 的 冒 毒 索 对 2 龄 、3 龄 棉铃 虫 的 杀 虫 效果 


Table 7 Insecticidal activity of oral toxins to 2-instar and 3-instar H. armigera 


处 理 平均 死亡 率 (% ) 处 理 前 虫 重 (mg/ 头 ) 处 理 后 虫 重 (mg/ 头 ) 
Sample Mortality Initial weight Final weight 
CK 0 0.80 13.23 
毒素 了 (Toxin!) 65 0.82 0.64 
CK®? 0 18.6 212.45 
毒素 @ (Toxin?) 30 18.9 15.3 


注 : 由 样品 处 理 2 龄 棉铃 虫 (Samples to 2-instar 日 ，armigera ); 四 样品 处 理 3 龄 棉铃 虫 (Samples to 3-instar 互 . 


armigera ) 
3 讨论 


我 们 以 昆虫 病原 线虫 共生 万 作为 一 种 具有 杀 虫 作用 的 病原 菌 来 研究 ， 经 过 筛选 得 到 了 高 
毒 力 的 共生 菌 菌株 一 一 A54， 其 胞 外 分 沁 物 既 有 血 腔 毒素 ， 又 含有 骨 毒 素 ， 属 于 嗜 线虫 致 病 
杆菌 属 Xenorhabdus 。 由 此 可 见 ， 本 研究 筛选 得 到 的 菌株 与 国外 报道 的 菌株 不 是 同一 个 属 ， 
它们 的 杀 忠 机 制 很 可 能 存在 一 定 的 差异 。 

昆虫 病原 线虫 共生 细菌 对 昆虫 有 很 强 的 致 病 力 。 而 共生 菌 分 泌 产 生 的 胞 外 杀 虫 物质 很 有 
可 能 在 共生 菌 的 致 病 力 方面 起 到 关键 性 的 作用 。 尽 管 本 实验 对 昆虫 病原 线虫 共生 细菌 胞 外 杀 
虫 物 仅 作 了 初步 研究 ， 但 可 以 肯定 共生 菌 杀 下 物质 的 存在 ， 而 且 从 DEAE-52 柱 层 析 的 分 离 结 
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果 可 以 判断 ，A54 的 血 腔 毒素 和 胃 毒 素 不 是 一 类 物质 。 为 外 ， 从 本 文 的 研究 结果 可 以 看 出 ， 
随 着 棉铃 虫 幼虫 龄 期 的 增 大 ，A54 产生 的 胃 毒 性 的 杀 虫 活性 降低 ; 但 是 对 于 较 高 龄 期 的 棉铃 
虫 幼虫 ， 该 毒素 有 较 强 的 抑制 生长 的 作用 。 研 究 共生 菌 产 生 的 这 些 杀 虫 物质 的 成 分 和 性 质 ， 
既 可 以 提供 新 的 杀 虫 资源 ， 同 时 又 有 助 于 揭示 昆虫 病原 线虫 共生 细菌 的 致 病 机 制 。 
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Screening of high toxic strains from Xenorhabdus spp. and 
Photorhabdus spp. and assays of insecticidal activity 
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Abstract: Xenorhabdus spp. and Photorhabdus spp. are entomopathogenic bacteria symbiotically associ- 
ated with insect pathogenic nematodes of the families Steinernematidae and Heterorhabditidae. Six 
strains were isolated from their nematode symbiots. Crude insecticidal material was precipitated with am- 
monium sulfate at 85 % saturation from cell-free culture. By the means of bioassay, Xenorhabdus bovienii 
strain AS4 was found highly toxic to insects. Injection of the toxin killed 93.3% of Galleria mellonella 
larvae within 96 h. Feeding artificial diet with the toxin, the mortalities of larvae of Ostrinia furnacalis 
and Helicoverpa armigera were 100% and 90% within 120 h respectively. Isolated by DEAE-52 col- 
umn, a penetrating peak and three NaCl eluting peaks were obtained from the crude extract. Materials 
from the penetrating peak had oral insecticidal activity against H. armigera, but no toxicity when inject- 
ed into the hemolymph of G. mellonella. Materials from three NaCl eluting peaks had high toxicity when 
injected, but no toxicity when given orally. Meanwhile, feeding artificial diet with the toxin, the mor- 


talities of 2-instar and 3-instar larvae of H. armigera were 65% and 30% within 96 h respectively. 
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